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Resumo 
O osso é um tecido conjuntivo muito complexo, e é um dos mais resistentes do 
organismo. É fundamental na capacidade de carga do esqueleto, e apresenta funções 
mecânicas, metabólicas, de suporte e de protecção. As lesões ósseas ocorrem devido à 
idade, mas também devido a traumatismos e doenças.  
 O processo de reparação óssea é muito dinâmico e envolv  uma série de 
fenómenos: migração, diferenciação, proliferação celular e síntese da matriz 
extracelular óssea. Quando um biomaterial é inserido num defeito ósseo, o organismo 
reconhece o biomaterial como um corpo estranho, desencadeando um conjunto de 
respostas que visam a reparação óssea, mas podendo também rejeitar o biomaterial e 
desencadear uma resposta inflamatória. 
 Neste trabalho, um novo scaffold de alumina foi produzido, através de um 
processo inovador, para que futuramente possa ser usado na regeneração. O material foi 
caracterizado mecanicamente, através de ensaio de dureza, resistência, porosidade e 
absorção de água. Biologicamente, o material foi caracterizado através de ensaios n 
vitro com osteoblastos humanos: ensaio do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio], para avaliar a citotoxicidade do mesmo, e Microscopia Electrónica de 
Varrimento, para observar a adesão ou não das células ao material. Foram também 
realizados ensaios in vivo, inserindo o material em defeitos ósseos induzidos em ratos 
Wistar, de modo a caracterizar o material quanto à sua biocompatibilidade e capacidade 
de osteointegração. 
 Os ensaios mecânicos revelaram que o material possui uma elevada resistência 
mecânica, assim como uma densidade semelhante à do osso, e uma porosidade que 
permite os osteoblastos aderirem ao material. Os ensaios in vitro, revelaram que o 
material não é citotóxico e que permite a adesão celular na sua superfície. No entanto, 
os resultados in vivo, não confirmaram os dados obtidos in vitro, uma vez que a análise 
histológica revelou que o material induz inflamação a curto e a longo prazo no local de 
implantação. Tal resultado, permite afirmar, que est material desencadeia uma resposta 
inflamatória local, tendo estes resultados relevância clínica, uma vez que a alumina é 
muito usada no revestimento de próteses dentárias e femorais, e desse modo, este 
trabalho levanta algumas questões quanto à fiabilidde de se usarem dispositivos 
produzidos com este material, e em que o mesmo contacta directamente com os tecidos. 
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Abstract 
 Bone is a very complex connective tissue, and one of the hardest in the body. It’s 
essential in the skeleton load-bearing capacity dueto its mechanical, support and 
protective properties. Bone damages occur not only due to age, but also as a re ult of 
traumas and illnesses. 
 The bone regeneration process is a very dynamic pro ess and involves different 
stages: migration, differentiation, cellular proliferation and extracellular matrix 
synthesis. When a biomaterial is implanted in a bone injury, the body identifies it as a 
foreign body, and this triggers not only a set of responses aiming to repair the bone 
damage, but can also reject the biomaterial and trigge  inflammatory answer.    
 In this work, a new alumina scaffold was produced, through an innovative 
process to be used in a near future for bone regeneration. The scaffold was characterized 
mechanically, by harness, resistance, porosity and water absorption assays. Moreover, it 
was also characterized in a biological environment. The in vitro studies were done with 
human osteoblasts: [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium] bromide 
was used to evaluate the biomaterial’s cytotoxicity, and Scanning Electron Microscopy 
was used to characterize the cell adhesion to the scaffold to determine the biomaterial’s 
biocompatibility and osteointegration capacity. In vivo studies were also performed. The 
scaffold was inserted in Wistar rats. 
The mechanical assays revealed that the scaffold has a very high mechanical 
resistance, a density similar to the bones’, and a porosity that allows the osteoblast cells 
to adhere. In vitro studies revealed the biomaterial’s lack of cytotoxicity, and also cell 
adhesion to the scaffold. However, the in vivo results didn’t confirm the in vitro ones. 
The histological analysis showed that the biomateril induces inflammation at short and 
long term in the bone injuries. Such results suggest that this scaffold triggers a local 
inflammatory response, and it can be claimed that tis findings are clinically relevant 
because alumina is usually used as coating of dental a d femoral prosthesis and so this 
work raises some questions about the applicability of devices made with alumina to be 
used directly in living tissues.     
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1.1. Tecido Ósseo 
 O tecido ósseo pode ser classificado de acordo com as suas características 
macroscópicas em compacto (cortical) (80%) e esponjos  (trabecular) (20%) [1, 2] O 
tecido ósseo compacto apresenta funções mecânicas e de protecção, enquanto o tecido 
ósseo esponjoso se ocupa das funções metabólicas e de suporte relativamente ao osso 
compacto. O tecido ósseo existente é maioritariamente compacto (Figura 1). O tecido 
ósseo compacto é mais denso e possui menores espaços que  osso esponjoso. O tecido 
ósseo compacto encontra-se na diáfise dos ossos longos e na camda externa da maioria 
dos ossos. O osso esponjoso situa-se no interior deste t cido, a nível das metáfises e 
epífises dos ossos longos e na região central da maioria dos ossos planos e irregulares, 
formando uma rede de trabéculas ósseas [9]. A superfície externa do osso é revestida 
por uma camada fibrocelular constituída por uma membrana de tecido conjuntivo 
osteogénico, denominada periósteo, apresentando a sua superfície interna uma estrutura 
semelhante, denominada endósteo. A principal função do endósteo e do periósteo é a 
nutrição do tecido ósseo e neles estão presentes osoblastos, osteoclastos e outras 
células importantes do metabolismo ósseo, que contribuem significativamente para o 
processo regenerativo e de remodelação do osso. 
O tecido ósseo é um tecido conjuntivo altamente vascul rizado, constituído por 
células e por uma matriz orgânica firme, enriquecida por depósitos de sais de cálcio, 
com a característica exclusiva de mineralizar. É um dos tecidos mais resistentes do 
organismo humano. Além das funções de suporte, locom ção e transporte, o tecido 
ósseo é um reservatório de minerais, e portanto desempenha um papel activo na 





Figura 1: Estrutura de um osso achatado (adaptado de [2]) 
 




1.1.1. Células do Tecido Ósseo 
O tecido ósseo é formado por diferentes tipos de células provenientes de linhas 
celulares distintas: células pluripotentes indiferenciadas do mesênquima que se 
diferenciam em células de linhagem osteoblástica (osteoblastos, osteócitos e células de 
revestimento) e células hematopoiéticas da medula óssea que dão origem aos 
osteoclastos [3]. 
Os osteoblastos, osteócitos e células de revestimento encontram-se localizados a 
nível da camada interna do periósteo e da medula óssea, na linha osteoprogenitora. 
Estas células de linhagem osteoblástica são responsáveis pela formação do tecido ósseo, 
durante o desenvolvimento embrionário, crescimento, remodelação, reparação de 
fracturas ou de qualquer outro defeito ósseo [1-3].  
Os osteoblastos são responsáveis pela produção de matriz óssea, durante o 
desenvolvimento ou a reparação do osso. Estas células são caracterizadas por possuírem 
uma membrana citoplasmática rica em fosfatase alcalina, receptores para uma variedade 
de hormonas e factores de crescimento. Os osteoblast s são responsáveis pela formação 
da matriz orgânica, bem como, produção de colagénio e proteínas não colagénicas da 
matriz extracelular óssea, para além da síntese da enzima fosfatase alcalina, necessária 
para o processo de mineralização [4-6].  
Os osteócitos são considerados as células terminais e mais maduras da 
diferenciação celular da linhagem osteoblástica. Apresentam uma morfologia achatada e 
fusiforme, e suportam o osso, estando localizados no interior das lamelas do osso 
esponjoso e compacto. Estas células estão completamente envolvidas por matriz 
extracelular, formando um espaço denominado de lacuna (Figura 2) [1]. A quantidade 
de osteócitos existente por unidade de volume ósseo e tá, directamente, dependente da 
rapidez do processo de formação óssea. Quanto maiorfor a rapidez de formação óssea, 
maior será a quantidade de osteoblastos que se tranformarão, em osteócitos [2, 3]. 
As células de revestimento do tecido ósseo, são células que apesar de não 
estarem envolvidas na matriz extracelular óssea, podem apresentar um papel importante 
na diferenciação de células mesenquimatosas, na regulação da homeostasia mineral, na 
inibição da actividade anabólica dos osteoblastos e também parecem influenciar a 




actividade dos osteoclastos. Estas células podem produzi  colagenase, enzima com 
capacidade de degradar a matriz orgânica, e prepara a re bsorção osteoclástica [1]. 
Os osteoclastos, são células que diferem da linhagem celular dos osteoblastos, 
uma vez que as suas células precursoras presentes a ível da medula óssea são também 
as responsáveis pela diferenciação em várias linhas das células hematopoiéticas 
(monócitos, macrófagos e outros leucócitos presente no sangue periférico) [20]. Estas 
células, são fundamentais no processo de remoção e reabsorção do tecido ósseo em 
áreas de remodelação activa, pela degradação enzimática da matriz proteica e dissolução 
ácida dos minerais da matriz extracelular óssea. Os osteoclastos distinguem-se das 
outras células por apresentarem um maior volume e múltiplos núcleos. O citoplasma 
contém vários vacúolos e vesículas, assim como numerosas mitocôndrias e ribossomas 












Figura 2: Células do tecido ósseo. A – Osteoclastos; B – Ostócitos; C – Osteoblastos. 









1.1.2. Matriz Extracelular 
A matriz extracelular é composta por uma parte orgânica, e outra inorgânica. A 
primeira é formada por constituintes orgânicos tais como, colagénio tipo I e V, 
osteocalcina, proteínas não colagénicas da matriz (glicoproteínas: fosfatase alcalina, 
osteonectina; sialoproteínas; fosfoproteínas; proteoglicanos e factores de crescimento) 
[5,6]. A parte inorgânica (que compõe 67% da matriz) é constituída por cálcio (Ca2+) e 
fosfato (PO4
3-) que se depositam sob a forma de cristais de hidroxiapatite 
Ca10(PO4)6(OH)2, bem como, compostos amorfos de fosfato de cálcio (hidrogenofosfato 
de cálcio (CaHPO4)) [1-3, 21]. Este mineral é responsável pela dureza e resistência do 
tecido ósseo, devido à sua associação com fibras de colagénio, nomeadamente do tipo I. 
Deste modo, o número de células presentes no tecido ósseo é relativamente pequeno 
quando comparado com o grande volume de matriz extracelular óssea [1, 2]. 
 
1.2 Processos de Formação do Tecido Ósseo 
 
1.2.1 Ossificação  
A ossificação é o processo pelo qual se procede à formação do tecido ósseo. Este 
mecanismo ocorre pela acção dos osteoblastos. Primeiramente, os prolongamentos 
citoplasmáticos dos osteoblastos estendem-se e unem-se aos outros prolongamentos dos 
osteoblastos vizinhos. Posteriormente, os osteoblast s formam uma matriz extracelular 
contendo hidroxiapatite e colagénio, que envolve as células (agora denominadas de 
osteócitos) [10]. 
 Existem dois padrões de formação do tecido ósseo: ossificação membranosa e 
ossificação encondral. A ossificação membranosa consiste na transformação das células 
embrionárias mesenquimais em osso. O seu nome advém do local onde o osso se forma, 
nas membranas das células do tecido conjuntivo. Por exemplo, a ossificação craniana 
deriva directamente deste tipo de ossificação [10,11]. 
A ossificação endocondral, consiste na substituição gradual de cartilagem pelo 
osso durante o desenvolvimento ósseo. Este processo é responsável pela formação da 
maioria do esqueleto dos animais vertebrados. Durante este processo, os osteoblastos 




atingem regiões designadas por centros de ossificação, onde se diferenciam em 
osteócitos [12]. 
 
1.2.2 Crescimento Ósseo ou Osteogénese 
O crescimento ósseo pode ser aposicional, formação de um novo tecido ósseo à 
superfície, ou encondrial, caso o crescimento ocorra na cartilagem, seguido da 
substituição deste tecido por osso.[1,2] 
O crescimento aposicional é responsável pelo aumento do diâmetro dos ossos 
longos e pela maior parte do crescimento dos outros ossos. Neste caso, os osteoblastos 
dividem-se sucessivamente formando camadas. As células mais profundas produzem 
matriz óssea e diferenciam-se em osteócitos. 
O crescimento encondrial ocorre no interior da cartilagem articular, sendo 
responsável pelo crescimento das extremidades dos ossos (epífises), assim como, pelo 
crescimento do corpo do osso (diáfise) [12]. 
 
1.2.3 Remodelação e Reparação óssea 
A remodelação óssea é um processo complexo que permite a substituição do 
tecido ósseo antigo por um novo tecido ósseo. A remod lação do tecido ósseo compacto 
adjacente a um implante resulta na formação de sistmas haversianos secundários [2]. 
No primeiro ano de vida, quase 100% do esqueleto é substituído, enquanto, na 
idade adulta, este processo ocorre cerca de 10% ao long  do ano.  
Quando não ocorre um balanço entre a reabsorção óssea e a formação óssea, 
resultam várias doenças ósseas metabólicas como é o caso da osteoporose [13]. 
A resposta normal de regeneração óssea é um fenómeno dinâmico no qual as 
células e os seus metabolitos interactuam para reparar o tecido danificado. A 
regeneração óssea, desde a fase da lesão à remodelaçã  final, envolve uma série de 
fenómenos (migração, diferenciação, proliferação celular e síntese da matriz 
extracelular óssea) que se encontram controlados e coordenados pela expressão de 
genes específicos, por sua vez, induzida por factores de crescimento e citocinas [1]. Os 




factores de crescimento são péptidos ou glicoproteínas que organizam e coordenam os 
processos de mitose, quimiotaxia, diferenciação, crescimento e produção de matriz 
extracelular óssea pelas células. Podem actuar comofactores endócrinos, parácrinos ou 
autócrinos de forma a activar receptores específicos da superfície celular e estimular a 
actividade celular [22]. 
Quando um osso é fracturado, os vasos sanguíneos existentes no tecido são 
lesados, havendo a formação de um coágulo [1, 14]. Alguns dias após a fractura, os 
vasos sanguíneos e células não especializadas dos tecidos adjacentes invadem o 
coágulo. Algumas destas células diferenciam-se em fibroblastos, que produzem uma 
rede fibrosa entre os topos da fractura; outras células diferenciam-se em condroblastos e 
produzem pequenas ilhas de fibrocartilagem na rede fibrosa – calo fibrocartilagíneo. De 
seguida, os osteoblastos penetram no calo e transfomam-no em calo ósseo. Aqui os 
osteoblastos, através de ossificação membranosa produzem tecido ósseo, enquanto nas 
ilhas de fibrocartilagem a ossificação é encondrial [2]. 
Quando há a inserção de um biomaterial no osso lesado, o processo de reparação 
óssea é semelhante, no entanto o tecido reconhece o biomaterial como corpo estranho, e 
inicia a resposta à agressão, sendo desencadeado um c njunto de fenómenos que levam 
à reparação dos danos e à cicatrização tecidular. Oco re também reacção inflamatória, e 
tentativa de encapsulamento do biomaterial [14].  
O tipo de tecido ósseo que se forma após a colocaçã de um implante depende 
da idade, da função e de múltiplos factores sistémicos. Este tipo de tecido é composto 
por quatro tipos diferentes de osso, caracterizados microscopicamente como osso 
imaturo ou embrionário, lamelar, compacto e esponjoso [1, 2, 9].  
O osso imaturo é um tecido rico em células, que se forma rapidamente (mais de 
30 a 50 µm por dia) em resposta ao crescimento ou adapt ção biomecânica. 
Comparativamente com o osso secundário, possui um grau de mineralização 
relativamente menor, uma orientação das fibras maisirregular e uma resistência menor. 
Em condições normais é substituído rapidamente por tecido ósseo lamelar [14, 15].  
O osso lamelar é o principal tecido ósseo que constitui o esqueleto adulto. Tem 
uma formação relativamente lenta (0,6 µm por dia) e um mecanismo primário e 




secundário de mineralização. A maturação completa dste tipo de osso requer um 
período de tempo de pelo menos 6 a 12 meses [15].  
O osso compacto é semelhante ao osso lamelar na resistência biomecânica, 
sendo característico das uniões estáveis entre o tecido fibroso e o tecido ósseo.  
O osso esponjoso forma-se nas superfícies corticais durante o processo de 
cicatrização ou reparação, crescimento e adaptação biomecânica do osso [1, 2].  
O tipo de regeneração óssea na zona da interface formada entre um implante e o 
osso recém-formado não é idêntica à que ocorre durante a reparação de uma fractura 
óssea. Tal facto, deve-se à impossibilidade de se ob rvar a formação de uma cartilagem 
endocondral como precursora do crescimento do osso esponjoso [16, 17].  
No estudo do tecido ósseo regenerado após a implantação de um biomaterial, é 
muito importante identificar quais os tipos de células que se encontram na zona da 
interface. A necessidade da inserção de biomateriais no osso advém das patologias, 
nomeadamente de descalcificação a que o osso está sujei o [22]. 
 
1.3 Doenças Ósseas 
Nem sempre a fragilidade e fractura óssea, é causad por um acidente. Existem 
doenças que levam a uma descalcificação progressiva do osso, como é o caso da 
osteomalacia, osteoartrite, osteoporose. Estas doenças que afectam o tecido ósseo, bem 
como outras, tais como os osteosarcomas e a doença d  P get, podem estar relacionadas 
com modificações no genoma do indivíduo. 
A osteomalacia resulta da eliminação do cálcio dos ossos, normalmente por uma 
deficiência em vitamina D. Em determinadas alturas onde a necessidade fisiológica de 
cálcio é maior, como na gravidez, o cálcio que o fet necessita pode ser removido dos 
ossos da mãe, deixando-os frágeis [18]. 
A osteoartrite é uma doença crónica que se caracteriza pelo colapso da 
cartilagem nas articulações. Este colapso resulta na fricção dos ossos, causando rigidez, 
dor e perda de movimentos na zona articulada [21].  




 A osteoporose é uma doença sistémica do esqueleto, caracterizada por 
diminuição da massa óssea e alteração da microestrutura do tecido ósseo, com o 
consequente aumento da fragilidade do osso e maior risc  de fractura (Godinho et al., 
2004). É a principal doença que leva à descalcificação dos osso, e ocorre quando a 
velocidade de reabsorção óssea é superior à da formção óssea [19]. 
A doença de Paget do osso é uma perturbação do esqueleto na qual algumas 
zonas do osso crescem de modo anormal, aumentam de tamanho e tornam-se mais 
frágeis. Na doença de Paget, os osteoclastos e os osteoblastos tornam-se hiperactivos 
em algumas áreas do osso, aumentando de maneira significativa a rapidez de renovação 
do osso. As áreas hiperactivas aumentam; contudo, a sua estrutura é anormal e, 
portanto, são mais frágeis que as áreas normais. Embora a doença de Paget seja, com 
frequência, hereditária, não se descobriu qualquer pad ão genético específico. Algumas 
evidências sugerem que uma infecção viral pode estar nvolvida. No entanto, ainda não 
se conhece a causa desta doença [23]. 
 
1.4. Biomateriais  
 
1.4.1. Origem 
A origem dos biomateriais é desconhecida, contudo, os primeiros registos do seu 
uso datam da civilização egípcia, onde eram utilizados com o intuito de substituir 
membros amputados. Nesse tempo, o material de eleição para próteses era a madeira 
devido à sua resistência mecânica [28]. Posteriormente, o uso de biomateriais foi 
associado a implantes cirúrgicos, destacando-se, já na era pré-cristã, o uso de 
biomateriais para substituição óssea. Salienta-se o cobre e/ou o bronze como sendo os 
materiais mais utilizados [25]. 
O desenvolvimento de novos biomateriais atingiu particular importância em 
meados do século XIX. Com os avanços da medicina, a esperança média de vida 
aumentou, assim como, o interesse na utilização de mat riais para suprimir necessidades 
do organismo (defeitos, lacunas, lesões, etc). Em 1880, Gluck usou próteses de marfim 
como implantes corporais [25].  




 A primeira prótese metálica foi elaborada a partir de uma liga de Vitallium (60% 
cobalto, 20% crómio, 5% molibdénio, 5% de outras substâncias vestigiais), produzida 
por Bives Willes (1938) e Brusch (1939). Actualmente, esta liga continua a ser usada 
em implantes dentários e articulações [26]. 
1.4.2. Conceito  
O termo biomaterial é definido como: "um material destinado a contactar com 
sistemas biológicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, órgão ou 
função do organismo" [30]. O consenso a que chegaram os especialistas na área de 
biomateriais define-os como: “materiais sintéticos ou naturais, usados para funcionar 
em contacto com os sistemas vivos [24]. 
As características mais importantes para seleccionar um material para utilização 
médica são: a biocompatibilidade, a ausência de efeitos nocivos ou tóxicos para o 
organismo e as propriedades biomecânicas capazes de responderem às exigências do 
mesmo [29]. A porosidade e a rugosidade são propriedades que um biomaterial também 
deve possuir, de modo a contribuir para a adesão e proliferação celular. A 
biodegradabilidade, é uma característica importante de um biomaterial que tenha como 
função a entrega controlada de fármacos, ou que sirva como suporte temporário de 
células [58, 59].  
Os biomateriais podem ser classificados sob o ponto de vista do comportamento 
biológico e da sua composição química.  
1.4.3. Classificações dos Biomateriais 
Há várias classes de biomateriais: metais, polímeros, carbonos, vidros, cerâmicas 
e compósitos [27]. Os biomateriais podem também ser divididos em três categorias, 
dependendo do tipo de resposta celular. Ou seja, materiais inertes (ou practicamente 
inertes) desencadeiam uma diminuta ou nenhuma resposta tecidular. Materiais activos 
encorajam uma ligação dos tecidos vizinhos. Materiais degradáveis, ou reabsorvíveis, 
são incorporados nos tecidos vizinhos, ou podem-se di solver completamente num 
determinado período de tempo [31]. Destacam-se como materiais tipicamente inertes, os 
metais (tabela 1) [31]. 




Tabela 1. Classificação dos biomateriais de acordo com a sua aplicabilidade (adaptado de [31]).  
Metais Cerâmicas Polímeros 
Aço inoxidável 316L  











Os biomateriais podem ser classificados de acordo com a sua aplicabilidade:  
• Biomateriais metálicos são usados para aplicações de carga e têm de ter uma 
elevada resistência à fadiga, para as exigências do dia-a-dia [32]. 
• Biomateriais cerâmicos são isoladores de calor, e geralmente são usados pela sua 
dureza e resistência ao desgaste, como por exemplo, em articulações e implantes 
dentários, assim como, implantes para regeneração óssea [24, 33] 
• Materiais poliméricos são normalmente usados pela su flexibilidade e 
estabilidade, mas têm de ser usados em superfícies onde estejam sujeitos a baixa fricção 
[34]. 
1.4.4. Tipos de Biomateriais 
1.4.4.1. Metais e Ligas Metálicas  
Os metais são utilizados em várias aplicações clínicas, em medicina dentária e 
noutras áreas médicas, devido às suas propriedades mecânicas e relativas propriedades 
inertes. A rigidez e a potencial toxicidade, através da libertação de iões, podem 
provocar: metaloses, reacções inflamatórias e encapsulação fibrosa [32].  
O aço inox, o titânio, as ligas de titânio-alumínio-vanádio (TÍ6A14V) e as ligas 
de crómio-cobalto são exemplos de metais ou ligas utilizadas em medicina. Os 




implantes metálicos de titânio são o tipo de implante mais usado em implantologia oral 
e outras aplicações médicas, como próteses [32].  
1.4.4.2. Materiais Cerâmicos  
Os materiais cerâmicos são muito estáveis e não reactivos. Habitualmente são 
produzidos a temperaturas superiores a 1000 °C. Quando puros, estes materiais possuem 
uma estrutura cristalina geralmente robusta, porque os átomos estão num estado de 
máxima densidade de compactação, ao contrário dos materiais cerâmicos não cristalinos 
onde as distâncias inter-atómicas são grandes [33]. Os materiais cerâmicos são frágeis, 
duros e resistentes ao desgaste; altamente resistentes a ataques ácidos; estáveis a altas 
temperaturas e bons isolantes térmicos e eléctricos [31, 33]. 
Os materiais cerâmicos podem dividir-se em três grupos, em função das suas 
propriedades físico-químicas:  
- O primeiro grupo é constituído pelos materiais cerâmicos oxidados que, 
quando inseridos nos tecidos, se mantêm estáveis e inert s (ex. óxidos de alumina, de 
zircónio e de magnésio) [33, 35].  
- Num segundo grupo, encontram-se os materiais cerâmicos ricos em fosfato de 
cálcio, que apresentam um comportamento biológico dstinto. Os representantes mais 
importantes destes materiais são os fosfatos tricálcicos e as apatites [33]. A utilização 
destes materiais na substituição de tecido ósseo é relativamente corrente devido à 
semelhança da sua composição com a fase mineral do teci  ósseo e por apresentarem 
grande biocompatibilidade. Estes biomateriais têm indicação clínica no preenchimento 
de defeitos ósseos, mas não em situações em que sejam ubmetidos a forças de carga, 
excepto no revestimento de implantes metálicos [35].  
- No terceiro grupo podem incluir-se os vidros de sílica e os vidros cerâmicos. 
Os vidros de sílica são dos materiais mais conhecidos, baseiam-se num vidro de sílica 
contendo iões de cálcio e fósforo. O primeiro foi desenvolvido por Hench e 
colaboradores, nos anos setenta, na Universidade da Florida, sendo denominado de 
Bioglass® [36]. Este material apresenta boas propriedades de osseointegração e 
biocompatibilidade, embora tenha limitações de resistência mecânica. No sentido de 
melhorar as propriedades biomecânicas deste grupo de materiais, foram introduzidas 




modificações no processo de síntese dos vidros bioactiv s levando ao aparecimento dos 
vidros cerâmicos [35, 36]. Os vidros bioactivos e os vidros cerâmicos têm sido 
utilizados no preenchimento de defeitos ósseos; na prevenção da reabsorção alveolar 
pós-extracção dentária; no revestimento de implantes m tálicos, melhorando as suas 
propriedades mecânicas e a regeneração óssea; na substituição de vértebras, de osso 
ilíaco e na libertação de fármacos [36-38]. Os mecanismos de adesão óssea dos 
materiais cerâmicos são diferentes conforme se consideram os cerâmicos com 
superfícies bioactivas e os reabsorvíveis [37-38]. Enquanto os primeiros apresentam um 
tipo de adesão química (ligações covalentes) ao tecido ósseo através de uma camada 
superficial bioactiva de apatite, os segundos unem-s , preferencialmente, através de 
ligações iónicas. A hidroxiapatite é um material cerâmico que apresenta um tipo 
intermédio de união ao tecido ósseo [38]. 
1.4.4.3. Polímeros  
Os polímeros são cadeias extensas de unidades monoméricas repetidas. A 
unidade monomérica é essencialmente constituída por ligações do tipo C-C, contendo 
por vezes átomos de C, N, O, S e Si [39]. Os polietilenos, o polipropileno, o 
poliuretano, o ácido polilactídico (PLA) e o polimetacrilato de metilo (PMMA) são 
exemplos de polímeros utilizados no fabrico de implantes. Alguns polímeros podem 
causar respostas patológicas devido à libertação de monómeros tóxicos ou à 
sensibilidade alérgica [42]. Por exemplo, o PMMA, é um polímero muito utilizado 
como cimento ósseo para fixar as próteses ortopédicas. O monómero necessário para a 
reacção de polimerização é tóxico e pode provocar hipotensão, insuficiência respiratória 
e/ou cardiovascular e reacções alérgicas [40-42].  
A utilização de materiais poliméricos no osso é mais benéfica que os metálicos 
por duas razões: em primeiro lugar, porque a diferença no módulo de elasticidade entre 
o implante e o osso é mais reduzida, o que diminui a tensão de contacto e a reabsorção 
óssea; em segundo lugar, porque, como já se referiu, muitos polímeros são susceptíveis 
de degradação, o que pode permitir uma substituição gradual do polímero pelo tecido do 
hospedeiro [40,41].  
 




1.4.4.4. Compósitos  
De modo a aumentar as propriedades mecânicas e físico-químicas, podem 
combinar-se diferentes tipos de materiais, originando os denominados biomateriais 
compósitos. Os compósitos são sintetizados de forma a criar um biomaterial que possua 
propriedades que os componentes isolados não possuem individualmente, e que sejam 
superiores às que adviriam da simples adição das propriedades de cada um dos 
componentes. Estes materiais permitem o desenvolvimento de novos produtos para 
utilização biomédica [43].  
O tecido ósseo, constituído por fibras de colagénio e minerais, é um bom 
exemplo de um compósito criado pela natureza, com propriedades biomecânicas 
excelentes [42, 43, 60].  
1.4.5. Aplicações Clínicas 
Biomateriais metálicos, cerâmicos e poliméricos sãousados em aplicações 
ortopédicas e dentárias. Materiais metálicos, normalmente são usados para o 
carregamento membros de carga como hastes femorais, u como sítios de ancoragem 
para implantes como parte de aparelhos dentários [48]. As cerâmicas como a alumina e 
o zircónio são usadas para aplicações nas articulações, uma vez que estas estão sujeitas 
a elevadas forças de desgaste; enquanto a hidroxiapatite é usada para aplicações ósseas, 
para preencher grandes espaços vazios de osso, resultante de doença ou trauma, para 
revestismento de próteses. Do mesmo modo, as cerâmicas de alumina e as porcelanas 
dentárias, também têm sido usadas como implantes dentários. Neste trabalho, destaca-se 
a importância da utilização da alumina porosa, que tem vindo a ser usada como 
substituto ósseo, em secções de osso removidas devido a patologias [37]. 
Os biomateriais poliméricos são utilizados para na construção de próteses 
dentárias. Por exemplo, o Polietileno de Ultra Alto Peso Molecular (UHWPE) é usado 
como superfícies de articulação contra as componentes cerâmicas nas substituições das 
articulações [44-47].  
De entre as aplicações clínicas dos materiais pode ainda fazer-se referência às 
aplicações ao nível cardiovascular. Diferentes tipos de biomateriais são usados para 
aplicações cardiovasculares, dependendo do seu design ou aplicação específica. Por 




exemplo, as ligas de carbono são usadas em válvulas cardíacas, e os poliuretanos são 
usados para o fabrico de pacemakers [50]. 
1.4.6. Comportamento Biológico  
Os diferentes tipos de materiais que têm vindo a ser desenvolvidos, apresentam 
um comportamento biológico distinto. Os materiais inertes caracterizam-se por não 
provocarem qualquer reacção de corpo estranho no organismo onde são implantados. Os 
tecidos envolventes, a nível da interface, encontram-se em contacto directo com o 
material, com ausência de interposição de cápsula ou tecido fibroso. O zircónio e a 
alumina estão incluídos nesta classe de materiais [51]. 
No que diz respeito aos materiais biotolerados, estes são moderadamente aceites 
pelos tecidos. Observa-se, por vezes, a formação de uma cápsula de tecido fibroso que 
rodeia o implante. O aço inoxidável e a liga de crómio-cobalto podem induzir respostas 
deste tipo [52]. 
Os materiais bioactivos utilizados na substituição de tecido ósseo, possuem 
normalmente na sua composição química iões livres de cálcio e fósforo superficiais, que 
promovem uma ligação físico-química com o tecido ósseo envolvente. Quando 
implantados no organismo, pode observar-se uma união e tre a superfície do material e 
os tecidos envolventes. A hidroxiapatite e os vidros bioactivos são exemplos destes 
materiais [52].  
Actualmente, há vários biomateriais direccionados para a substituição óssea em 




























1.4.7. Alumina  
 A alumina é uma cerâmica de forma molecular Al2O3 que está a ser cada vez 
mais alvo de estudo, na sua função como substituto ósseo, devido à sua elevada dureza e 
resistência ao desgaste [53-54, 57]. Inicialmente, pensava-se que a alumina, com a sua 
superfície naturalmente lisa, seria um factor de adsão celular [55, 56]. No entanto, 
estudos recentes mostram que o comportamento in vitro da alumina, se assemelha ao da 
hidroxiapatite no que diz respeito à adesão e crescim nto celular, caso a alumina seja 
modificada de modo a produzir estruturas rugosas e porosas [58, 59]. Contudo há 
alguma controvérsia em relação ao uso da alumina como biomaterial, com alguns 
autores a afirmarem que nanopartículas de alumina são tóxicas [73], e outros a referirem 
o facto de a alumina ser bioinerte, para justificar o revestimento de próteses com esta 
cerâmica [70]. No entanto, o que faz da alumina um potencial candidato na regeneração 
óssea é o facto de a alumina ter propriedades mecânicas semelhantes ao osso, apesar de 
ainda não haver estudos quanto ao desempenho deste material na promoção da 




osteointegração. Ainda assim, alguns autores desenvolv ram estudos preliminares in
vivo, e determinaram uma relação que sugere que quanto men r for o tamanho médio 
das partículas de a alumina, melhor será a adesão celular [65]. A alumina pode ser 
encontrada em diferentes fases, alpha, theta e delta, s ndo que a delta favorece a adesão 
e a proliferação celular, mas no entanto é muito instável, ao contrário da alumina alpha, 




1.4.8.1. Estudos in vitro 
 Este tipo de estudos, são importantes para determinar a citotoxicidade do 
biomaterial. Existem vários métodos para estudar a citotoxicidade dos biomateriais. 
Neste trabalho procedeu-se ao estudo da citotoxicidade através dos ensaio dos brometos 
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT), [3-(dimetilazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfonenel-2H-tetrazólio] (MTS), lactato desidogenase (LDH) 
e o ensaio do azul de tripano. 
1.4.8.1.1. Ensaio do MTT 
O princípio deste ensaio baseia-se na absorção do sal MTT pelas células, sendo 
reduzido no interior da mitocôndria, pela enzima succinato desidrogenase, a um produto 
designado de formazano (Figura 3). Este produto é acumulado dentro da célula e 
extraído através da adição de um solvente apropriado. A quantidade de formazano 
produzido é determinada espectrofotometricamente a 570nm, e é directamente 






Figura 3: Redução do MTT a formazano através da succinato desidrogenase mitocondrial 
(adaptado de [78]). 




1.4.8.1.2. Ensaio do MTS 
 O MTS é reduzido pela succinato desidrogenase a formazano. Este método é 
muito semelhante ao MTT, com a diferença de a quantidade de formazano produzido é 
determinada espectrofotometricamente a 490. O ensaio do MTS, ao contrário do MTT, 
pode ser realizado várias vezes ao longo do tempo, na mesma amostra [74].   
 
1.4.8.1.3. Ensaio da LDH 
 A LDH, que se encontra nas células, é libertada quando  estrutura da membrana 
citoplasmática é afectada. No meio de cultura celular, esta enzima converte o lactato a 
piruvato, formando-se nicotinamida adenina dinucliotídeo na forma reduzida 
(NADH+H+). Quando se adiciona ao meio de cultura, lactato e nicotinamida adenina 
dinucliotídeo na forma oxidada (NAD+), a LDH converte-os em piruvato e NADH+H+, 
respectivamente, formando um composto que pode ser quantificado 
espectrofotometricamente [75].  
1.4.8.1.4. Ensaio do azul de tripano 
Este ensaio é realizado numa câmara de contagem de Neubauer, onde as células 
são postas em contacto com o azul de tripano. As células viáveis são impermeáveis a 
este corante, devido à integridade das membranas citoplasmáticas. Quando as células 
estão mortas, a sua membrana citoplasmática perde integridade, e o azul de tripano cora 








1.4.8.2. Estudos in vivo 
 Os estudos in vivo, que são de têm extraordinária importância para o estudo da 
biocompatibilidade de um biomaterial, uma vez que fornecem dados relevantes sobre as 
interacções entre os biomateriais e as células. No entanto os resultados destes ensaios 
não podem substituir os dados obtidos com o estudo de um sistema vivo. Neste trabalho 
foram usados testes histológicos para verificar a citotoxicidade do material. 
 




1.4.8.2.1. Ensaios histológicos   
Neste tipo de ensaios, avalia-se a quantidade e o tipo de células dos 
componentes da matriz extracelular. Como tal verifica-se a espessura da camada fibrosa 
que rodeia o biomaterial, após a sua implantação, verificando a presença ou ausência de 
reacção inflamatória. Além do local de implantação do biomaterial, nos ensaios 
histológicos são analisados vários tecidos e órgãos, de modo a verificar se as eventuais 
reacções ao biomaterial, são só locais, ou também sistémicas.   















O presente trabalho teve como objectivo, a avaliação de um scaffold de alumina, 
para aplicação em regeneração óssea. Deste modo, foi analisado o comportamento 
celular, na presença do scaffold. Para este fim, realizaram-se estudos in vitro, através da 
avaliação da viabilidade/proliferação celular, e posteriormente foram efectuados estudos 
in vivo, onde se procedeu à implantação do biomaterial em ani ais. 
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3.1. Síntese do scaffold de alumina 
Os provetes de alumina foram produzidos através de uma mistura de 3 tipos de 
alumina. Alumina tabular comercial T60 (Alcoa), disponível em duas classes diferentes 
(<0,2mm; 0,2-0,5mm) com uma densidade compreendida entre 3,96 - 4 g/cm3, e 
alumina reactiva (<0,7µm) com uma área específica de superfície (SSA) de 7 m2/g. O 
scaffold foi produzido de acordo com o método descrito na Patente Portuguesa 
#103432, 2008. A mistura foi elaborada através da adição de 33% de cada tipo de 
alumina, 1% de ácido cítrico, como antifloculante (0,36 mg/m2 SSA), e água 
desionizada num misturador. Após esta estar homogénea, foram feitos provetes de 
dimensões 10x30X50 mm3. Seguidamente, foram deixados à temperatura ambiente 
durante 24 horas, e posteriormente secados a 110ºC durante 24 horas. Depois da 
secagem, foram sinterizados em ciclos de 1600ºC numa mufla (Termolab). 
 
3.2. Microscopia electrónica de varrimento (SEM) 
A morfologia dos scaffolds, com ou sem células, foi caracterizado por SEM. Os 
scaffolds foram fixados durante a noite com glutaraldeído a 2,5% em tampão fosfato 
salino (PBS) a 4ºC. As amostras foram lavadas três vezes com PBS durante 2 minutos e 
desidratadas com etanol de acordo com um gradiente d  70, 80, 90 e 100%, durante 5 
minutos cada. Seguidamente as amostras foram submetidas a uma secagem por ponto 
crítico de CO2 e colocadas em suportes adequados. Posteriormente, as amostras foram 
revestidas a ouro (Emitech K550) e observadas num microscópio electrónico de 
varrimento (Hitachi S-2700) com uma voltagem de aceleração de 20 quilovolts a 
diferentes ampliações. 
 
3.3. Cultura de Osteoblastos humanos. 
Os osteoblastos humanos usados neste estudo foram adquiridos à American 
Type Culture Collection (CRL-11372). As células foram semeadas em frascos de 
cultura de 25 cm3 (Nunc) com 10 ml de meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium – 
F12 (DMEM-F12), suplementado com soro fetal bovino (FBS) (10%v/v) inactivado, 
penicilina G (100 unidades/ml), estreptomicina (100 µg/ml) e anfotericina B (0,25 
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µg/ml). As amostras foram mantidas numa incubadora a 37ºC, numa atmosfera húmida 
com 5% CO2. O meio de cultura foi mudado a cada 3 dias, até se obter confluência 
celular. A confluência foi obtida após 7 dias. Após a obtenção da mesma, as células 
foram lavadas com PBS/EDTA a 0,025% e adicionou-se tripsina a 0,18% (Sigma). As 
células foram incubadas durante 3 minutos, após os quais se inactivou a tripsina, 
adicionando o mesmo volume de meio de cultura. Transferiu-se o conteúdo do frasco de 
cultura para um tubo falcon, que foi centrifugado a 250xg, durante 5 minutos, à 
temperatura ambiente. Após rejeição do sobrenadante, o precipitado foi suspenso com 
meio de cultura. As células foram distribuídas por frascos de cultura, repetindo-se o 
procedimento. 
 
3.4. Caracterização dos caffolds de alumina 
3.4.1. Propiedades mecânicas dos scaffolds.  
Para avaliar as propriedades físicas dos scaffolds, foi determinado o módulo de 
ruptura (MoR), sujeitando os caffolds a um ensaio de ruptura de três pontos, pelo 
procedimento descrito e padronizado ASTM C-133. Após o término deste ensaio, as 
peças partidas, foram usadas para determinar a porosidade, densidade e absorção de 
água. Foi também determinada a dureza, submetendo os scaffolds a testes num aparelho 
de determinção de dureza – microhardness tester AVK-C2. 
 
3.4.2. Proliferação celular na presença do scaffold de alumina. 
Para analisar a proliferação celular na presença do scaffold de alumina, os 
osteoblastos foram semeados em placas de cultura de 96 poços (Nunc) durante 24h, na 
presença do material, numa densidade celular de 5x104 células/ml. O crescimento 
celular foi monotorizado usando um microscópio óptico invertido (Olympus CX41), 
equipado com uma câmara digital Olympus SP-500 UZ. 
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3.4.3. Avaliação do perfil citotóxico do scaffold de alumina através do método do 
MTT. 
Os osteoblastos foram semeados com uma densidade de 5x104 células/ml, em 
placas de 96 poços (Nunc). Foram adicionados 100 µL de meio de cultura a cada poço e 
os scaffolds. Posteriormente, foram incubados a 37ºC, numa atmosfera húmida de 5% 
CO2, durante 24 horas. Foi efectuado o mesmo processo para o controlo negativo, com a 
excepção da adição de scaffolds. Os controlos positivos foram efectuados do mesmo 
modo, no entanto, foi adicionado a cada poço etanol  96%.  
Após 24 horas de incubação, foi adicionado a cada poço 100 µl de MTT. As 
placas foram colocadas na incubadora durante 4 horas, e findo esse tempo, foi 
adicionado a cada poço 100 µl de uma solução de isopropanol/HCl a 0,04N, para 
dissolver os cristais de formazano formados. As placas foram colocadas à temperatura 
ambiente durante 90 minutos, no escuro. Posteriormente, foi transferido 50 µl do 
conteúdo de cada poço para uma placa de 96 poços (Nunc) e efectuada a leitura da 
absorvância a 570 nm, através de um leitor de microplacas (Biorad Microplate Reader 
Benchmark). Em cada ensaio foram usadas pelo menos 5 amostras. 
 
3.5. Ensaios in vivo 
Nestes ensaios foram utilizados ratos Wistar fêmeas, com um peso 
compreendido entre 200 e 230g, (com idade de 12 semanas). Cada animal foi 
anestesiado com uma injecção intraperitoneal (40 mg/kg quetamina, 5 mg/kg xilazina), 
de modo a serem submetidos a cirurgia.  
Estes ensaios envolveram duas fases. Na primeira fase, oram utilizados 18 
animais, divididos igualmente por dois grupos (teste e controlo). Os animais em questão 
foram submetidos a uma cirurgia que consistiu na inserção do material subcutaneamente 
no dorso, no caso do grupo teste. No caso do grupo controlo, foi apenas elaborado um 
corte e respectiva sutura, sem inserção de qualquer mat rial. 
Na segunda fase, formam utilizados 24 ratos Wistar fêmeas, que foram 
separadas em dois grupos (teste e controlo), apresentado cada um 12 animais. Em todos 
os animais foi criado um defeito ósseo na calote. No grupo controlo, esse defeito não foi 
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preenchido com qualquer material, enquanto no grupo teste houve inserção do scaffold 
produzido.  
Após a cirurgia, os animais foram mantidos em jaulas individuais e alimentados 
com alimentação comercial e água ad libitum. Os animais foram sacrificados após 3, 7 
(para os animais das duas fases), 14 e 21 dias (apenas para os animais utilizados na 
segunda fase). 
 
3.5.1. Estudos histológicos 
Após necrópsia dos animais, foram retirados os órgãos vitais (cérebro, coração, 
pulmão, fígado, baço e rins) de todos os animais. No caso dos animais onde foram 
efectuados os implantes subcutâneos também foi retirada a pele. Nos animais onde foi 
efectuado o defeito da calote, foi recolhida uma amostra de tecido onde foi realizada a 
lesão. Os órgãos foram fixados em formalina e posteri rmente, embebidos em parafina. 
Foram obtidas secções de 3mm, de cada bloco de parafina e estas, foram seguidamente 
coradas com hematoxilina e eosina (H&E). Após elabor ção das preparações 
histológicas, estas foram avaliadas por microscopia ó tica, utilizando um software 
específico da Olympus.  
3.6. Análise estatística 
Foi utilizado um conjunto de amostras de cada um dos grupos e foram 
analisados os dados obtidos no ensaio do MTT. Os resultados obtidos são expressos 
como média ± desvio padrão. A significância estatística foi calculada usando a análise 
de variância one-way ANOVA com teste de Dunnet’s post hoc, pelo programa 
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4.1. Caracterização do scaffold de alumina 
4.1.1. Análise Macroscópica 
Os scaffolds de alumina produzidos, apresentam uma cor branca opaca, com 
uma superfície rugosa e irregular, sendo também visível alguma porosidade superficial. 
 
Figura 4: Fotografia do scaffold de alumina 
4.1.2. Propriedades mecânicas 
As propriedades mecânicas do scaffold são factores importantes a ter em conta, 
na produção de um biomaterial para ser usado como substituto ósseo. Neste caso, é 
imprescindível a verificação do balanço conseguido entre a porosidade, MoR e a 
densidade.  
A porosidade é um factor muito importante na superfíci  da alumina, para a 
implantação e crescimento de osteoblastos [64, 65]. No entanto, a porosidade aumenta 
na medida em que a densidade, a resistência e a dureza diminuem. Como tal, é 
importante encontrar um meio-termo entre estes factores. No caso deste scaffold a 
porosidade obtida foi de 6,9 ± 1,7% (tabela 3). Ao analisar a densidade, é de notar, que 
comparando o valor da mesma (3,2 ± 0,06 g/cm3) com o valor do material em pó 
(3,98g/cm3), há um decréscimo, que apesar de ligeiro se deve ao facto do scaffold ser 
poroso. No entanto, é de notar que ainda assim, esta d nsidade é superior à densidade 
óssea de um indivíduo adulto (1,9 g/cm3) [66].  
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Ao sinterizar o material foi possível obter valores de dureza e MoR bastante 
elevados, o que fazem deste biomaterial um bom candid to a substituto ósseo, uma vez 
que a resistência e o desgaste aos quais o material é sujeito são elevadas. A absorção de 
água é também um factor importante uma vez que permite às células aderirem ao 
scaffold, e promoverem trocas iónicas através deste. 
Tabela 3: Propriedades mecânicas do scaffold de alumina, representando a média ± desvio 
padrão da dureza, módulo de ruptura, densidade, porosidade e absorção de água. 
Tipo de teste Resultado 
Dureza [MPa] 528,3 ± 48,5 
Módulo de Ruptura [MPa] >55 
Densidade [g/cm3] 3,2 ± 0,06 
Porosidade [%] 6,9 ± 1,7 
Absorção de água [%] 2,2 ± 0,4 
 
 
4.1.3. Ensaios de Citotoxicidade 
Para avaliar a citotoxicidade deste scaffold, as células foram colocadas em 
contacto com o material. A figura 6 mostra os resultados relativos à 
viabilidade/proliferação celular (ensaio do MTT). O controlo negativo (K-) representa 
(figura 5) 100% de viabilidade celular. Através da análise do gráfico pode verificar-se 
que os resultados são estatisticamente significativos (p<0,01), entre o controlo positivo 
(K+) e o controlo negativo; e entre o K+ e a amostra de células em contacto com o 
scaffold. Apesar da viabilidade celular dos osteoblastos em presença do scaffold 
(Cél/SA) ser superior ao K-, esta relação não é estatisticamente significativa. Contudo 
permite afirmar que este material não tem um efeito tóxico agudo nos osteoblastos. Este 
resultado contraria algumas fontes bibliográficas, que revelam a suposta citotoxicidade 
da alumina [73]. No entanto o presente material tem um processo de fabrico inovador, o 
que poderá ser a justificação para os resultados obtidos in vitro.  
O controlo positivo (K+) revela a morte celular, uma vez que as células 
estiveram em contacto com etanol a 96% (morfologia esférica como se pode observar 
na figura 6).  
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Figura 5: Ensaio de citotoxicidade in vitro pelo método do MTT. K+, controlo positivo; K-, 
controlo negativo; Cél/SA, osteoblastos humanos na presença de scaffold de alumina. *Cél/SA 









Figura 6: Imagens obtidas por microscopia óptica invertida de osteoblastos em contacto com o 
scaffold de alumina ao fim de 24 horas (A); controlo negativo (B); controlo positivo (C). 
4.1.4. Microscopia electrónica de varrimento 
As imagens de SEM revelam que o scaffold possui uma estrutura interna porosa 
(figura 7-A). Juntamente com a análise macroscópica, é possível então verificar que o 
scaffold revela as características de porosidade e rugosidade, essenciais, para permitir o 
crescimento e adesão dos osteoblastos. Devido a estas propriedades, pode verificar-se 
na figura 7-B, a existência de adesão celular ao material, contrariando mais uma vez 
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vários autores que argumentavam a alumina como sendo completamente inerte e não 








Figura 7: Imagens de SEM (A) da superfície do scaffold de alumina sem células com ampliação 
a 2000x e (B) osteoblasto aderido à superfície do scaffold com ampliação a 3000x. 
 
4.2. Ensaios in vivo 
Na figura 8 são apresentadas imagens dos ensaios in vivo. Nestes ensaios não se 
observam diferenças macroscópicas nos animais teste e nos animais controlo. Estes 
ensaios, complementam a informação obtida através dos ensaios in vitro, uma vez que 
mostram que o scaffold não exerce efeitos tóxicos no organismo. O scaffold tem uma 
grande estabilidade termodinâmica, devido ao process  de fabrico, nomeadamente aos 
ciclos de sinterização [74]. Devido a essa estabilidade, e ao facto da alumina se 
encontrar no estado de oxidação mais elevado, o organismo não reduz a alumina 
(Al 2O3) a iões alumínio (Al
3+). Assim, a alumina permanece no organismo nesse memo 
estado de oxidação, e não na forma de alumínio, o que a acontecer seria prejudicial aos 
tecidos, devido não só à conhecida toxicidade deste me al nas células, mas também à 
capacidade que os iões alumínio têm de competir com o cálcio e consequentemente 
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Figura 8: Imagens dos ensaios in vivo, A - Rato Wistar antes da execução do defeito ósseo na 
calote; B – Inserção do material no defeito ósseo da calote; C1-C4 – Remoção da calote com o 
defeito ósseo e o scaffold através do sacrifício do grupo teste aos dias 3, 7, 14 e 30 dias. 
respectivamente; D1-D4 – Remoção da calote com o defeito ósseo através do sacrifício do 
grupo controlo aos dias 3, 7, 14 e 30 dias, respectivamente. 
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4.3. Análise histológica 
 A análise histológica foi realizada nas lâminas do órgãos vitais (cérebro, 
pulmão, coração, rim, baço e fígado), e na amostra de tecido ósseo obtida da calote com 
o defeito ósseo. Após a análise das lâminas histológicas dos órgãos vitais, pode 
verificar-se que não houve alterações entre o grupo controlo e o grupo teste, o que 
indica a ausência de reacção sistémica ao biomaterial. Já nas lâminas obtidas da calote, 
verificou-se que havia diferenças entre os dois grupos. Em nenhum dos controlos (3, 7, 
14 e 30 dias) se verificou qualquer tipo de reacção inflamatória (tabela 3). No entanto, 
no caso dos grupos teste, é possível verificar que aos 3 dias há presença de reacção 
inflamatória severa dos tecidos, quando em contacto com o scaffold, como é possível 
verificar na figura 9. Este tipo de reacção é comum nas inserções de biomateriais nos 
tecidos. Contudo, é possível analisar que aos dias 14 e 21 essa reacção ainda é visível, 
com monócitos presentes, o que indica a progressão da resposta inflamatória. Também é 
possível verificar que não houve qualquer osseointegração do material, e ao dia 30, há 
uma ligeira cicatrização, fruto da ausência do scaffold no local de implante.  
Apesar do método de fabrico ser distinto, a alumina é também usada no 
revestimento de próteses femorais e dentárias, que são usadas por milhares de pessoas 
em todo o mundo. Uma vez que a alumina nesses dispositivos está em contacto directo 
com os tecidos, será imperativo aferir as propriedad s destes dispositivos para 
integração directa no tecido ósseo, por exemplo através da análise histológica de tecidos 
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Tabela 3: Observações obtidas pela análise das lâminas histológicas das amostras da calote dos 












Figura 9: Imagens histológicas do processo de regeneração do teci o ósseo da calote. A1-A4 – 
Amostras controlo, sem inserção do biomaterial no defeito ósseo aos dias 3, 7, 14 e 30 dias, 
respectivamente; B1-B4 – Amostras teste com inserção do biomaterial no defeito ósseo aos dias 
3, 7, 14 e 30 dias, respectivamente. Ampliação a 100x.  
Dias Grupo Observações 
3 
Controlo Sem sinais de inflamação; ligeira reacção periosteal (formação de tecido ósseo) 
Teste Inflamação severa; necrose óssea; reacção periosteal intensa. 
7 
Controlo 
Tecido fibroso com angiogénese; presença de tecido de granulação e detritos sem 
reacção. 
Teste 




Presença de um espaçamento entre os topos ósseos; reacção periosteal; tecido 
fibroso ligeiro. 
Teste 
Presença de um espaçamento entre os dois topos ósse, onde esteve o material; 
grande quantidade de tecido de granulação. 
30 
Controlo 
Em ambos os fragmentos observa-se remodelação óssea, áreas espessas e sem 
reacção periosteal 
Teste 
2 fragmentos ósseos com espaçamentos ligados por tecido conjuntivo; segure 
cicatrização tardia 
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O presente trabalho teve como objectivo a criação de um biomaterial de alumina, 
avaliar a sua biocompatibilidade e a sua aplicabilidade na regeneração do tecido ósseo, 
através de estudos de caracterização mecânica e estudos biológicos. 
Os resultados obtidos indicaram que o material tem características mecânicas 
que se adequam à sua aplicação em engenharia de teci os (nomeadamente na 
regeneração do tecido ósseo). Os ensaios in vitro, permitem afirmar que o material é não 
citotóxico. No entanto, neste estudo foram também realizados estudos in vivo ao longo 
de 30 dias. Os resultados dos ensaios in vivo, indicam que o scaffold de alumina 
despoleta uma reacção inflamatória severa, quer a curto, quer a longo prazo. Estes 
resultados levantam a questão da aplicabilidade deste biomaterial em dispositivos 
médicos, alguns dos quais são uso corrente em meio clínico, nomeadamente no 
revestimento de próteses dentárias e femorais.     
 No futuro, será interessante melhorar as propriedades deste scaffold, de forma a 
aproveitar as suas propriedades mecânicas, mas sem que o mesmo despolete reacções 
adversas nos tecidos. Como tal, o próximo passo será liga  moléculas de adesão celular 
à superfície do material, ou alterá-lo quimicamente de forma a torná-lo mais bioactivo, e 
mais biocompatível, como é o caso da hidroxilação superficial. Outro rumo a seguir será 
criar o scaffold por impressão 3D de maneira a controlar a porosidade e a geometria, 
que são dois factores muito importantes na biocompatibilidade de um biomaterial, 
revestindo-o de substâncias altamente biocompatíveis, como é o caso do quitosano ou o 
alginato. 
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